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論文内容の要旨
メタボリックシンドロームとは，動脈硬化性疾患の危
険因子である肥満や耐糖能異常，高血圧，脂質異常症な
どが重積するという概念である。動脈硬化性疾患は，わ
が国における死因の約 3割を占めており，メタボリック
シンドロームは臨床上極めて重要視されている。近年の
日本においては，主に成人男性において，メタボリック
シンドロームが強く疑われるものおよび予備軍の総数
は，およそ右肩上がりに増加しており，成人男性の約半
数がそれに該当すると報告されている。メタボリックシ
ンドロームの基本病態としてはインスリン抵抗性と肥満
が想定されているが，その両者に深く関わるものとして
脂肪細胞および脂肪組織が挙げられる。
脂肪細胞は，単にエネルギーをトリグリセリド (TG)
の形で貯蔵するだけでなく，種々のホルモンやサイトカ
インを分泌する内分泌器官であることが明らかとなって
おり，脂肪組織は生体内最大の内分泌組織であると言わ
れている。脂肪細胞が分泌するホルモンやサイトカイン
の総称をアディポサイトカインという。アディポサイト
カインには抗炎症作用やインスリン抵抗性改善作用を有
するアディポネクチン，摂食抑制作用をもつレプチン，
インスリン抵抗性や炎症を惹起する作用を示す Tumor
necrosis factor a（TNF-a），Monocyte chemoattrac-
tant protein 1（MCP-1）などがある。レプチン，TNF-
a，MCP-1の血中濃度は Body mass index に正相関す
るのに対し，アディポネクチンは逆相関することがわ
かっており，肥満による脂肪細胞の肥大化が，アディポ
サイトカインの分泌異常を惹き起こし，インスリン抵抗
性の発症やメタボリックシンドロームを誘発させる主要
因となることが報告されている。また，近年の研究か
ら，脂肪細胞肥大化に伴うMCP-1の増加を介した，脂
肪組織へのマクロファージの浸潤によって，脂肪組織に
炎症が惹起され，インスリン抵抗性が発症するというこ
とも明らかとなった。すなわち，脂肪細胞および脂肪組
織とメタボリックシンドロームは密接な関係にあり，脂
肪細胞機能を調節することは重要であるといえる。その
ような作用を有する薬剤として，インスリン抵抗性改善
薬であるチアゾリジン誘導体（TZD）などがある。
TZDは，前駆脂肪細胞から成熟脂肪細胞への分化のマ
スターレギュレーターである Peroxisome proliferator-
activated receptor g（PPARg）のリガンドとして作用
する。TZD は PPARg の活性化を介して，成熟脂肪細
胞への分化を促進し，また，肥大化脂肪細胞にアポトー
シスを誘導することで，小型脂肪細胞比率を上昇させ，
インスリン抵抗性を改善させる。また，マクロファージ
に直接作用し，脂肪組織の炎症を改善する作用も知られ
ている。しかしながら，TZDには浮腫などの副作用が
発生しやすいため，安全性の観点から食品由来成分によ
る検討が数多く行われている。これまでに，脂肪細胞機
能を調節する食品成分として，EPAや b-クリプトキサ
ンチン，ジオスゲニンなどが報告されているが，これら
以外にもこのような食品成分が存在すると考えられる。
そこで本研究では，脂肪細胞機能を調節し，インスリン
抵抗性を改善することによって抗メタボリックシンド
ローム作用を示す食品成分を見出すとともに，その作用
メカニズムを解明することを目的とした。
実験 1 3T3-L1脂肪細胞を用いたスクリーニング試験
メタボリックシンドロームを予防・改善するには，脂
肪細胞の機能を調節することが重要である。そこで，実
験 1では，マウス由来脂肪前駆細胞 3T3-L1を用い，脂
肪細胞の分化に影響を及ぼす作用を持つ食品素材のスク
リーニング試験を行った。3T3-L1の分化誘導時に種々
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の食品から抽出した抽出物を添加した。分化誘導 8日
後，Oil red O染色法により脂肪滴を染色し，分化の度
合いを評価した。約 100種の食品素材に対してアッセイ
を行い，冬虫夏草，ミラクルフルーツ，食用菊に活性を
見出した。その中でも，食用菊熱水抽出物（HW-ECM）
に顕著な脂肪細胞分化促進効果が認められたため，次
に，培地中のアディポネクチン量および脂肪組織への糖
取り込みを測定した。その結果，HW-ECMはアディポ
ネクチン産生および糖取り込みを増加させた。以上の結
果より，HW-ECMは脂肪細胞分化促進，アディポネク
チン産生の増加，および糖取り込みの促進作用を有する
ことから，インスリン抵抗性を改善し，抗メタボリック
シンドローム作用を示す可能性が示唆されたため，以降
は HW-ECMに着目し，実験を行った。
実験 2 HW-ECMによる脂肪細胞分化促進作用のメカ
ニズム解明
実験 1より HW-ECM に顕著な脂肪細胞分化促進作
用を見出した。そこで実験 2では HW-ECM による脂
肪細胞分化促進作用のメカニズム解明を目的とし，検討
を行った。まず，脂肪細胞分化のマーカーである Glycerol-
3-phosphate dehydrogenase（GPDH）活性を測定し
た。その結果，GPDH活性は HW-ECM 添加によって
有意な増加が認められた。次に，脂肪細胞分化関連遺伝
子 (PPARg, CCAAT/enhancer binding protein a（C/
EBPa）, Fatty acid binding protein 4（aP2）, Lipopro-
tein lipase（LPL）, Glucose transporter 4（GLUT4））
の mRNA 発現量を測定したところ，いずれにおいて
も，HW-ECMで有意な増加が認められた。さらに，脂
肪細胞分化のマスターレギュレーターである PPARg発
現量を経時的に測定したところ，脂肪細胞分化初期（分
化誘導 2日後）にコントロールおよび Rosiglitazone
（Rosi : TZDの一つでありポジティブコントロール）に
比して，HW-ECMで有意な増加が認められた。このこ
とから，HW-ECMは脂肪細胞の分化初期に PPARg発
現量を増加させることで，脂肪細胞分化を促進している
ことが推察された。そこで，PPARg発現を制御する C/
EBPbおよび C/EBPdの mRNA発現量を測定した。そ
の結果，分化誘導 1時間後および 3時間後における
mRNA発現量は，C/EBPbでは変化は見られなかった
ものの，C/EBPdにおいては PPARgと同様の挙動を示
し，コントロールおよび Rosi に比して，HW-ECM に
おいて有意な増加が認められた。これらのことから，
HW-ECMは，PPARgリガンドである Rosiと異なり，
脂肪細胞分化初期に C/EBPdを介して PPARg発現量を
増加させ，脂肪細胞分化を促進することが示唆された。
また，PPARgはアディポネクチンや GLUT4の発現を
制御していることが知られていることから，実験 1で認
められたアディポネクチン産生の増加および糖取り込み
の促進は，PPARgの増加に起因する可能性が示唆され
た。
以上実験 1，2の結果より，HW-ECMは C/EBPdを
介して PPARgの発現量を増加させることで，脂肪細胞
の分化促進，アディポネクチン産生の増加，糖取り込み
の促進を誘導したと考えられた。
実験 3 Ⅱ型糖尿病モデル動物におけるHW-ECMの抗
メタボリックシンドローム作用とその作用メカニズムの
解明
実験 1，2の in vitro の系において，HW-ECM は脂
肪組織に作用し，インスリン抵抗性を改善する可能性が
示された。そこで実験 3では，肥満Ⅱ型糖尿病モデル動
物である KK-Ayマウスを用いて，HW-ECM の抗メタ
ボリックシンドローム作用を in vivoの系で検討した。
実験動物には KK-Ay/TaJcl マウス（9週齢，雄）を用
いた。1週間の馴化飼育後，AIN-93M組成食を基本組
成としたコントロール群（Con），HW-ECMを 1%およ
び 5%含む HW-ECM 1%群（1%）および HW-ECM 5%
群（5%）の 3群（n＝10/group）を設けた。飼育期間中，
週に一度，尾静脈より採血を行い，血糖値を測定した。
また，試験飼育 5週目にインスリン負荷試験（ITT）を
行った。6週間の試験飼育終了後，解剖を行い，血漿お
よび肝臓，副睾丸周辺脂肪，骨格筋を摘出し，種々の分
析に用いた。
まず，飼育期間中における経時的な血糖値の推移で
は，試験飼育 2，3，5週目において，濃度依存的に低下
が認められ，特に 5%で有意に低下した。ITTでは，イ
ンスリン投与後 30分および 60分において濃度依存的に
低下が認められ，特に 5%で有意に低下した。また，イ
ンスリン抵抗性の指標の 1つである，Homeostasis model
assessment-Insulin Resistanceにおいても，5%で有意
な低下が認められた。以上のことから，HW-ECM摂取
はインスリン抵抗性を改善し，血糖値を低下させること
が示された。次に，血中のアディポネクチン量および脂
肪組織中のアディポネクチンmRNA発現量を測定した
ところ，濃度依存的に増加が認められ，特に 5%で有意
に増加した。これらのことから，HW-ECMによるイン
スリン抵抗性の改善は，アディポネクチンの増加に起因
することが示唆された。次に，HW-ECMによるアディ
ポネクチン増加メカニズムを解明するため，PPARgお
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よびその標的遺伝子（aP2, GLUT4, LPL）の遺伝子発
現量，脂肪細胞サイズ，脂肪組織の炎症に関わる遺伝子
発現量を測定した。その結果，PPARgおよびその標的
遺伝子の発現量は HW-ECM で有意な増加が認められ
た。脂肪細胞の平均サイズは濃度依存的に低下が認めら
れ，特に 5%で有意に低下した。また，HW-ECM摂取
後の脂肪細胞のサイズの分布は，サイズの大きい細胞が
減少し，サイズの小さい細胞が増加していた。さらに，
脂肪組織の炎症に関わる遺伝子（TNF-a, MCP-1, F4/
80）の発現量は HW-ECM両群で有意な低下が認められ
た。以上のことから，HW-ECM は PPARg 発現量の増
加，脂肪細胞サイズの減少，さらに脂肪組織における炎
症の改善により，アディポネクチン産生を増加させ，イ
ンスリン抵抗性を改善し，血糖値の低下をもたらすこと
が示唆された。
アディポネクチンは全身のインスリン抵抗性を改善さ
せることが知られているが，主に骨格筋や肝臓に作用
し，糖代謝および脂質代謝を改善することが報告されて
いる。HW-ECMが血中アディポネクチン量を増加させ
たことから，次に，肝臓および骨格筋における変化を解
析した。肝臓における糖新生関連遺伝子（Glucose-6-
phosphatase, Phosphoenolpyruvate carboxykinase）
のmRNA発現量はいずれも濃度依存的に低下が認めら
れ，特に 5%で有意に低下した。脂肪酸合成関連遺伝子
（Sterol regulatory element binding protein 1c, Fatty
acid synthase）には変化は認められなかったが，脂肪
酸酸化関連遺伝子（Carnitine palmitoyltransferase 1
（CPT-1）, Acyl-CoA oxidase（ACO））は，HW-ECM両
群で有意に増加していた。インスリンシグナルに関わる
Insulin receptor substrate 2（IRS2）においても HW-
ECM両群で有意に増加していた。さらに，血漿および
肝臓中の TG 量は濃度依存的な低下が認められ，特に
5%で有意に低下した。アディポネクチンは肝臓におい
て Adiponectin receptor 1（AdipoR1）および AdipoR2
を介して，糖新生および脂肪酸合成を抑制し，脂肪酸酸
化を促進させることが報告されている。また，アディポ
ネクチンは，既知のアディポネクチン受容体（Adipo
R1, AdipoR2）ではなく，未知の受容体を介して IRS2
発現を上昇させることが報告されている。さらに，肝臓
におけるインスリン抵抗性発症には肝脂肪の蓄積が大き
く関わることが報告されている。今回の結果では，脂肪
酸合成に関わる遺伝子に変化は見られなかったが，糖新
生や脂肪酸酸化に関わる遺伝子，および IRS2は変動し
ていた。このことから，HW-ECMはアディポネクチン
の増加を介して，糖新生の抑制や脂肪酸酸化亢進による
TGの減少および IRS2の発現増加を誘導し，肝臓にお
けるインスリン抵抗性を改善したと推察した。
骨格筋においては，糖の取り込みに関わる GLUT4お
よび，脂肪酸酸化関連遺伝子（CPT-1, ACO）はいずれ
も，HW-ECMで有意な増加が認められた。また，骨格
筋におけるインスリンシグナルの強度を測定するため，
Protein kinase B（akt）のリン酸化レベルを測定した。
その結果，HW-ECMは aktのリン酸化レベルを増大し
た。アディポネクチンは骨格筋において，糖代謝および
脂質代謝を改善し，インスリン抵抗性を改善することが
知られていることから，HW-ECMはアディポネクチン
の増加を介して，骨格筋中のインスリン抵抗性を改善し
たと考えられた。
以上のことから，HW-ECMの摂取は，脂肪組織中に
おける PPARg発現量の増加，脂肪細胞の小型化および
脂肪組織における炎症を改善させることで，アディポネ
クチン産生量を増加させ，さらにその増加したアディポ
ネクチンによって，主に肝臓や骨格筋におけるインスリ
ン抵抗性および肝臓や血中の脂質異常を改善し，抗メタ
ボリックシンドローム作用を示すことが示唆された。し
かし，HW-ECMが直接的に肝臓や骨格筋に作用してい
る可能性も否定できない。そこで，ヒト肝癌由来細胞
HepG2を用いた非アルコール性脂肪肝モデルおよびマ
ウス筋芽細胞 C2C12を用いた糖取り込み試験により，
HW-ECMが肝臓および骨格筋に及ぼす直接的な影響を
検討した。その結果，HW-ECMは HepG2中の脂肪蓄
積量を変化させなかったこと，C2C12における糖取り
込み量を変化させなかったことから，in vivoで認めら
れた肝臓・骨格筋への影響は，HW-ECMの直接的な作
用によるものではなく，アディポネクチンを介した作用
である可能性が強いことが示唆された。
まとめ
3T3-L1脂肪細胞を用いたスクリーニング試験より，
HW-ECMが顕著な脂肪細胞分化促進作用を示すことを
見出し，その作用メカニズムは，脂肪細胞分化初期にお
ける PPARg発現量の上昇によることが示唆された。さ
らに in vivoの系を用いた検討の結果，HW-ECMは脂
肪細胞機能を改善することで，インスリン抵抗性や脂質
異常を改善し，抗メタボリックシンドローム作用を示す
ことが明らかとなった。また，そのメカニズムとして
は，脂肪組織中における PPARg発現量の増加，脂肪細
胞サイズの減少，脂肪組織の炎症の改善を介したアディ
ポネクチン産生の増加によって，肝臓や骨格筋中の糖代
謝・脂質代謝が改善され，全身のインスリン抵抗性が改
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善することが示唆された。以上のことから，本研究は，
メタボリックシンドロームの予防・改善に，食用菊熱水
抽出物が有用な機能性食品素材となることを示すもので
ある。本抽出物を機能性食品素材に応用するために，今
後，活性本体の同定やさらなるメカニズムの解明が必要
である。
審査報告概要
メタボリックシンドロームは動脈硬化性疾患につなが
り，その予防や改善は重要である。本研究では，抗メタ
ボリックシンドローム作用を有する食品成分を見出し，
そのメカニズムを解析することを目的とした。まず，脂
肪細胞を用いて食品関連成分のスクリーニング試験を
行った結果，食用菊熱水抽出物（HW-ECM）に，顕著
な脂肪細胞分化促進効果を見出した。この効果は，脂肪
細胞分化初期における Peroxisome proliferator-activated
receptor g（PPARg）mRNA 発現量の増加に起因する
ことが示唆された。さらに，HW-ECMをⅡ型糖尿病モ
デルマウスに摂取させた試験では，インスリン抵抗性の
改善による血糖値の低下と中性脂肪レベルの減少という
抗メタボリックシンドローム作用が確認された。また，
この作用メカニズムとしては，脂肪組織中の PPARg発
現量の増加，脂肪細胞の小型化，脂肪細胞における炎症
の抑制によるアディポネクチン分泌量の増加に起因する
ことが示唆された。本研究は，HW-ECM が抗メタボ
リックシンドローム作用を有することを示した最初の報
告であり，機能性食品素材としての応用も期待できる価
値ある研究である。
よって，審査員一同は博士（食品栄養学）の学位を授
与する価値があると判断した。
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